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(57) Abstract: The invention concerns a method for indirectly extracting DNA target with a size greater than 300 IcB £rom non- 
OO cultivable organisms contained in an environmental sample which consists in: grinding said sample in liquid medium; recuperating 

the resulting ground material; separating the organisms from the rest of the ground material by sedimentation on a cushion with 

density higher than 1; recuperating the organisms isolated at the surface of the cushion and incorporating it in an agarose block; 

extracting the DNA by lysis in the agarose block; placing the block in an agarose gel which is subjected to at least pulsed field 
)^ electrophoresis; finaUy, recuperating the extracted DNA strands. 
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(57) Abr^^ : Proc^^ d' extraction indirecte de d'ADN cible de taille superieure ^ 300 kB d'oiganismes non cultivables contenus 
dans un 6chantillon environnemental selon lequel: on brole en milieu liquide ledit ^chantillon; on r^cup^re le bioyit obtenu; on 
s^pare les organismes du reste du broy§t par s^imentation sur coussin de density superieure ^ 1; on r^cup&re les organismes isol6s 

k la surface du coussin que Ton inclut dans un bloc d' agarose; on extrait T ADN par lyse dans le bloc d* agarose; on positionne le 
bloc dans un gel d'agarose que Ton soumet k au moins une electrophorese en champs altemes, enfin, on recupere les brins d' ADN 
extiaits. 
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PROCEDE DTEXTRACnON INDIRECTE DE L^ADN D'ORGANISMES NON 
CULTIVABLES ET ADN SUSCEPTIBLE D'ETRE OBTEN U PAR 
PROCEDE 

5 

L*mvention conceme ym procede. d'extraction indirecte d'ADN, en particuKer de* 
fr^jnents d'ADN de taille superieure a 300 kB, d'organismes non cultivables contenus 
dans un echantiUon environnemental. EUe.se rapporte egalement a TADN, en particulier 
celui de taille superieure a 300 kB, susceptible d'etre obtenu par le precede, de m&ne qu'i 
1 0 une librairie d'ADN constituee des fragments d'ADN extraits par ledit procede. 

Dans le cadre de la recherche de molecules actives, et notamment de nouveaux 
antibiotiques, acides amines, enzymes, vitamines, on propose difierentes methodes, dont 
le principe repose sur le criblage des metabolites produits par des organismes provenant 
15 de dififerents environnements. Ainsi, des produits de toute premiere importance avec des 
activit6s antibiotiques, anticancereuses ou pesticides ont ete isoles a partir de 
microorganismes comme par exemple StreptomyceSy Nocardia ou Actinoplanes etc. . . 

Le sol et les sediments constituent des environnements majeurs pour la recherche de. 
20 nouveaux ni6tabolites acti&, non seulement de par la quantit6 trhs importante de micro- 
organismes qu'ils contiennent mais egalement en raison de Tiniportante diversit6 de ces 
micro-organismes. On sait que le sol pent contenir de 10' a 10" bacteries par gramme, 
dont 1 % au maxirmrm sont cultivables sur milieux synth6tiques (Voir AMANN R. L, 
* Ludwig W., Schleifer KH (1995) " Phylogenetic identification and in situ detection of 
25 individual microbial cells without cultivate " Microbiological review vol 59 N° 11 143- 
169; Whitman WB, Coleman DC, Wiebe WJ. 1998. Prokaryotes: the unseen majority 
Proceeding National Academy of Science USA, Vol 95: 6578-6583). 

Par ailleurs on evalue de 1000 a 10 000 le nombre d'especes bacteriennes par 
30 gramme de sol. En effet, par des techniques de reassociation ADN-ADN les resultats 
indiquent que la diversite genetique des microorganismes est certainement superieure k 
4000 especes par 6chantillon de sol (Torsvik et al. 1990, Applied Environemental 
Microbiology, 56:782-787). Toujours bas6 sur des methodologies n'unpliquant pas la 
culture in vitro des microorganismes, Torsvik V, Goksoyr J., Daae FL., Sorheim R,, 
35 Michalsen J., Salte K. 1994, p.39-48 In Beyond the Biomass, K. Ritz, J. Dighton and K.E. 
Giller (eds), John AWley and Sons, Chichester indiquent que la diversity des espfeces 
bacteriennes pent atteindre 13000 especes pour lOOg de sol. Ainsi, en estimant k 10*^ 
cellules bacteriennes par granmie de sol, une esp^e bacterienne doit 8tre representee par 
une moyenne de 10^ cellules, m§me pour les especes les plus rares. 
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Par ailleurs, les bact&ies ont 6t6 d6tect6es dans un grand nombre d'environnement 
allant de la sttatxjspliere jusqu'aa fin fond des abysses, incluant les milieux les plus 
CKtrdmes en temies de conditions physico-chimiques. Ainsi, la diversity bact&ienne 
5 s'explique par une diversity de localisation des populations de bact&ies, tout d'abord au 
niveau des macro-environnements qu'elles ont colonists, mais aussi au niveau des micro- 
enviionnements qui caract6risent par exemple et de fafon non limitative la structuration 
des sols comme d^crit par Ranjar L., Poly F., Combrisson J, richaume A., Nazaret S. 
1998. A single procedure to recover DNA from the surface or inside aggregates and in 
10 various fractions of soil suitable for PCR-based assays of bacterial communities. 
European Journal of Soil Biology, 34 (2), 89-97. 

Un grand nombre d'6tudes portant sur la diversite des bacteries, bashes sur I'analyse 
des genes d'ADN ribosomique ADNrl6S, revelent la presence de nombreux nouveaux 
15 phylums apparteaant aux domaines des Arcbaebact^ries mais aussi des bact6ries, Le 
nombre de divisions bact&ieimes identifi6es a triple en 10 ans. Ainsi, I'^norme diversit6 
des bacteries du sol est encore inconnue. EUe est peu consid6r6e dans les travaux de 
recherche scientifique et n'est pas accessible et done pas ejqploitSe au niveau industriel. 

20 Lhm des objectifi poursuivis est d'acc^dar k cet 6noTme potentiel en extrayant 

FADN des 99 % de bact^es non cultivables restantes. 

Pour ce faire, une premifere solution consiste h am^liorer les milieux de cultures en 
augmentant les connaissances sur la physiologic des bact&ies de sorte k les rendre 

25 cultivables et done diminuer le nombre de bacteries non cultivables. Une telle technique 
est mise en oeuvre depuis I'origine de la microbiologie et a donne de tres bons r6sultats. 
En effet, pres de 5000 microorganismes ont et6 decrits, tout environnement confondiL 
Aussi, plus de 40 000 molecules ont ete caracterisees et pres de la moitie pr6sentent une 
activity biologiquB. Neamnoins, une telle technique presente I'inconvenient d'etre 

30 relativement lente et &stidieuse. 

Une autre solution consiste k extraire dnectement I'ADN des organismes non 
cultivables k partir de diff&ents environnements.par lyse chimique et/ou en2ymatique tel 
que d6crit par exemple dans les documents US-A-5 824 485, WO 97/12991, ou encore 
35 SUAU ANTONIA et al "Direct analysis of genes encoding 16S rKNA from complex 
communities reveals many novel molecular species within the humain gut " APPLIED 
AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Vol 65, No 11, Novembre 1999, pages 
4799 et 4807, et ROCHELLE P.S. et al "A simple technique for electroelution of DNA 
from environmental samples " BIOTECHIQUES, Vol 11, No 6, 1991, pages 724, 726- 
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728. Les environnements consideres sont soit de type aquatique ce qui oblige une 
concentration des cellules bacteriennes comme Tillustrent les travaux de Stein J.L., Marsh 
T.L., Wu K.Y., Shizuya H. and deLong E., 1996 - Characterization of uncultivated 
prokaryotes: isolation and alalysis of a 40-kilobas-pair genome fragment from a 
5 planktonic marine archaeon. Journal of Bacteriglogy, 178:591-599, soit terrestre. 

L*un des principaux inconvenients que presente cette technique d'extraction directe 
est de condnire a rextraction d'ADN uniquement de faible taUle, de Tordre de 1 i 23 kB 
au maximum. En effet, les contraintes physico-chimiques qui sont imposees a TADN au 

10 cours de ce type d'experimentation conduisent a sa degradation. Frostegard A,, Courtois S. 
Ramisse V., Clerc S., Bemillon D., Le gaU F., Jeannin P., Nesme X., Shnonet P. 1999. 
Quantification of bias related to the extraction of DNA directly from soils. APPLIED 
AND ENVmONMENTAL MICROBIOLOGY, VOL 65 (12): 5409-5420, montrent 
clairement que Tamelioration des rendements d'extraction d'ADN notamment par des 

15 techniques de broyage ou de sonication entrainent une forte degradation de TADN 
recup£r6. 

De plus, TADN extrait comprend TADN extra cellulaire contenu dans le sol mais 
aussi I'ADN eucaryotique (champignons, cellules vegetales, aniaiales)^ procaiyotique 

20 (bacteries) et les autres organismes presents dans le sol (protozoaires...)- H en resulte que 
les librairies d'ADN obtemxes sont souvent fortement contamin6es par des clones 
bact&iens recombinants contenant de TADN non d6sire (eucaiyotique, ADN 
extracellulaire d6grad6). Par aillemrs, les librairies ainsi constitutes sont caractodsees par 
des inserts d'ADN de petite taille (inf6rieure a 30Kb). Ces librairies ne sont done pas 

25 ad^tees pour des applications teUes que Tanalyse de genomes ou de metagenomes 
complets ou encore la recherche, I'etude et Texploitation de voies metaboliques completes 
ou presque completes. 

Du fait de la dilution des ADNs cibles par les ADNs non-cibles, n est des lors 
30 indispensable d'amplifier selectivement la proportion de TADN cible par PGR pour 
constituer des librairies d'ADN qualifiees, corome decrit dans le document SUAU precite. 
Cette approche presente la principale contrainte de ne pouvoir acceder qu'i une 
information genetique similaire k celle deja connue excluant de fait d'acceder k des 
sequences d'ADN totalement nouvelles et oiiginales. Neanmoins, IHitilisation d'amorces 
35 PGR dtfinies dans deis regions treis conservees a permis d'isoler des genes d'interet 
appartenant a des bactdries non isolees comme d6crit par exemple par Seow KL, Meurer 
G., Gerlitz M., Wmdt-Pienkowski B., Hutchinson CJL and Davies J., 1997 • A study of 
iterative type n Polyketide Synthases, using bacterial genes cloned from soil DNA: a 
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means to access and use genes from imcultured microoiganisms.7jouinal of Bacteriology 
179:7360-7368. 

D'autres methodes de selection ont €t6 d6veloppees. Ces m6thodes consistent k 
5 soumettre la communaute bacterienne k rme pression de selection pennettant 
I'enrichissement de populations bacteriemes determindes. On espfere ainsi acc6der 
preferentiellement k rinfoimation g6netique recherchee. D'autres selections se basant sur 
la composition de I'ADN (% GC) ou sa complexity ont 6galement 6t6 d^crites comme par 
exemple dans le documaat WO 99/45 154. 

10 

Le probleme que se propose de r6soudre I'invention est done de developper uu 
proc6d6 simple pennettant d'extaire, de purifier, de separer et d'extraire des fragments 
d'ADN de grande taille, en particuUer superieure k 300 kB, d'organismes non cultivables 
et principalement des bact&ies. L'obtention de ces ADNs de grande taiUe ainsi purifies et 
15 extraits, est une condition sine qua none k la r6alisation de Kbrairies d'ADN genomiques 
et m6tag6nomiques qualifiees dans le champs d'^lication. 

Un autre objectif de I'invetition est de proposer un proc6d6 qui peraiette de purifier, 
de separer et d'extraire I'ADN cible exempt de toute contamination d'ADN, notamment 
20 eucaryote ou de I'ADN extraceUulaire d6grad6. en vue de la reaUsation de Ubrairies 
qualifiees. 

Un autre probleme que se propose de resoudre I'invention est de pouvoir appHquer 
le precede developpe sur de nombreux 6chantillons environnementaux, et notamment 
25 mais de fagon non limitative, les vegetaux, les insectes, par exemple les artbropodes, les 
mollusques, les Sponges, les crastac^s, les plathelmintes, les nematodes, les bioreacteurs 
tels que les biofilms, fennenteurs, boues activees et plus generalement les miHeux 
aquatiques mais 6galement des ^chantillons biologiques animaux (par exemple le lisier de 
pore, bol alimentaire du rmnen) ou humains. 

30 

S'agissant de ce dernier enviromiCTient, le document EP-A-0 939 118 d&rit une 
m6thode d'extraction directe d'ADN et d'AKN i partir de f&ces, selon laquelle la mati^e 
est m61ang6e en miUeu detergent avant d'etre soumise k I'extraction proprement dite de 
I'ADN et de I'ARN dans un solvant ^yproprie. Aucune indication n'est donn^e concemant 
35 la taille de I'ADN extrait mais oti peut s'attendre k extraire des petits fragments. En outre 
et de m%me que pr6c6demment, on assiste k une contamination de I'ADN cible par de 
I'ADN eucaiyote. 
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t5 
I'invention est done de proposer un proc6d6 d'extraction indirecte de 

TADN cible d'organismes non cultivables contenus dans des d'echantiUons 

environnenientaiix, pennettant d'obtenir des fragments d'ADN specifiques et de taiUe 

superieure a 300 kB susceptibles d'etre clones par les techniques usuelles connues de 

5 ITiomnie du metier. De fait, cet ADN peraiettra la constitution de libraiiies d'ADN 

qualifiees offirant xme meilleure representativite des genomes ou des metagenomes 

consideres. 

Pour ce faire, Tinvention propose un procede d'extraction indirecte de d'ADN cible 
10 de taiUe superieure a 300 kB d'organismes non cultivables contenus H^tir un echantillon 
environnemental selon lequel : 

• on broie en milieu liquide ledit echantillon ; 

• on recupere le broySt obtenu ; 

• on separe les organismes du reste du broyat par sedimentation sur coussin de 
15 densite superieure kl ; 

• on recupere les organismes isol6s k la surface du coussin que Ton inclut dans un 
bloc d'agarose ; 

• on extrait TADN par lyse dans le bloc d'agarose ; 

• on positioime le bloc dans un gel d'agarose que Ton soumet a au moins une 
20 electrophorese en champs altemes , 

• enjSn, on r6ciq)^e les brins d'ADN extraits. 

Le Demandeur a constate que la separation prealable des organismes du reste du 
broyat par sedimentation sur coussin de densit6, puis lyse de ces organismes directement 

25 dans xm bloc d'agarose. pennettaient de separer et d'obtenir, grace a la mise en oeuvre 
d'une electrophorese en champ pulse, des fragments d'ADN de taiUe superieure a 300 kB. 
En effet, cette fa9on de proceder permet de ne jamais manipuler directement TADN, 
evitant ainsi toute degradation due k des phenomenes de contraintes mecaniques ou - 
enzymatiques. De plus, le procede de I'invention peimet une purification selective et 

30 importante des fragments d'ADN recherches en s'affranchissant des inevitables pertes 
d'ADN liees aux methodes classiques de purification (extractions organiques, 
. precipitations, m6thodes d'6change d'ion etc,..)- En outre, pour ne pas alt&ex I'integrite 
des fragments d'ADN, particuliferement dans le cas de fragments d'ADN de grande taille 
ou ne pas affecter les efiEciences de clonage ulterieur, les etapes de preparation des 

35 fragments d'ADK sont avantageusement efifectuees sans intercalant (bromure d'6thidium 
etc. • .), ni de visualisation aux UVs. 

S'agissant de Tet^e de separation des organismes du reste du broya^ le choix de la 
density du coussin sera fonction de la 'densite de Torganisme qui doit 8tre s6pare des 
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autres constituants dIfSoyat. Ainsi, lorsqu'il s'agit de s6parer iRaction bact6rienne du 
reste des organites et debris, on sait que. ceUe-ci pr&ente, en fimction des espfeces une 
densite qui pent varier de 1 a 1,4. Selon les cas, la density des coussins utilises sera ajiistfe 
^ afin d'optmuser la separation de la fiaction bacterienne des autres constituants du broyat. 

Dans un mode de realisation prefere, on fera suivre I'&ape de separation des 
organismes par une aape de centrifugation sur gradient de densite isopycnique, 
peimettant ainsi de separer les organismes en fonction de leur densite. 

Par aiUeurs et selon une caracteristique avantageuse du proced6 de I'invention. on 
acc^lfere l'6tape de sedimentation par centrifugation. 



La technique d'61ectrophorese en champ altem6 est parfaitement comue de 
I'homme du metier etplus particuKerement d&rite dans les document US-A-5 135 628 et 
15 dans la revue " le technoscope de biofutur " N-127 d'octobie 1993, de sorte qu'il ne sera 
pas revenu sur son principe plus avant 

Avantageusemeut. on soumet les brins d'ADN s6par& et purifies k I'issue de 1' et^e 
d'electrophorese en champs altemes (ci-aprds d6nomm6e piemifere migration 

20 electrophoretique), a une 6tape de restriction enzymatique suivie d'au moins une 
electrophorese en champs altemes (seconde migration electrophoretique). Dans ce cas, la 
premiere migration Electrophoretique est utilisee pour extraire les Augments d'ADNde 
grande taiUe et les sepaxer des debris ceUulaires. En pratique, on decoupe les zones de gel 
contenant les ADNs de taiUe souhait6e (par exemple superieure a 300 kB) dans une 

25. approche preparative. Les Augments d'ADN inclus dans les blocs d'agarose ainsi obtenus 
sont aloiB soumis k une restriction enzymatique directement dans le bloc d'agarose ou 
eventueUement. ^res exhaction de I'ADN de I'agarose. Les blocs d'agarose contenant les 
ADNs digeres sont alors de nouveau positionnes dans un gel d'agarose et sont alors 
soumis k au moms une migration electrophoretique peimettant de s6parer et purifier les 

30 ADNsdigerfe. 

Dans un premier mode de reaHsation, ViAape de restriction enzymatique est suivie de 
deux electrophorese en champs altem6s (respectivement seconde et troisi^e migration 
61ectrophor6tique). 



35 



En pratique, les blocs d'agarose contenant les fragments d'ADN digeres sont 
positionnes dans un second gel de manifere excentree. Le gel est successivement 
positionne dans la cuve d'electrophorese en champs altemes, dans un sens (seconde 
migration) puis dans le sens oppos6 (troisi^me migration). Au cours de la seconde 



BNSDOCID: <WO 0181357A2 I > 



wo 01/81357 




PCT/FROl/00992 



migration electr^noretique de <:ourte durde, le positioimeineiit da gel dans un champs 
electrique homogene pemiet de feire sortir du gel les petits fragments d'ADN, en 
maintenant les grands fragments dans le gel. Au corns de la troisieme migration, le gel est 
positionne dans Tantre sens et les grands fragm^ts peuvent etre separes selon leur taiUe. 
5 Le deraandeur a constate qne la double migration pemiettait d'eliminer les fragments de 
petite taille enchevStr6s dans les fragments d'ADN de la taille souhaitee. 

Dans nn second mode de realisation, Tetape de restriction enzymatique est suivie de 
trois electrophoreses en champs altemes (respectivement seconde, troisieme et quatrieme 
10 migration electrophoretique). 

En pratique, aprfes la seconde migration electrophoretique ime bande d'agarose 
contenant les fragments d'ADN digeres de la taille souhaitee est decoupee et remise en 
place, en orientation inverse, dans un nouveau gel strictement identique. Ce gel est soumis 

15 la mSme migration electrophoretique (troisi&me migration). La mobilite propre de 
chaque fragment d*ADN, en tous points de la zone d'agarose decoupee, etant conserv6e 
entre la seconde et la troisi^e migration, tous les fragments d'ADN migrent in fine vers 
une meme zone concentr6e du gel. Le demandeur a constate que les fragmrats d'ADN de 
petite taille enchevdtres dans les fragments d'ADN de la taille souhaitee (contenu dans la 

20 zone de gel oil I'ADN est concentrS) pouvaient Stre elimin6s en soumettant cette zone de 
gel ou ce gel k une quatrieme migration Electrophoretique en champs altemes selon une 
orientation identique a celle de la troisieme migration. Cette demiere migration est 
caracterisee par des parametres tr^s peu separati& n'afrectant que les petits fragments 
d'ADN. 

25 

Enfin et dans les deux modes de realisation, on recupere les brins d'ADNs ainsi 
prepares purification, digestion, selection, concentration) par les techniques connues de 
rhomme du metier, telles que par exemple, electroelution (comme par les systemes 
commercialises par les societe Biorad et Schleicher & Schuell), digestion de Tagarose (en 
30 utiKsant les enzymes commercialisees comme la p-agarase commerciahsee par New 
England Biolabs ou la gelase Epicentre Technologies et selon les instructions des 
foumisseuxs), utihsation de kits commercialism (Nucleo Trap DNA extraction Kit, 
Clontech; Gctlc Clean turbo spin BIOlOl) et connus de ITiomme du metier. 

35 En d'autres termes, la combinaison du broyage, de la sedimentation diffSrentielle, 

de la lyse du bloc d'agarose et de la succession d'etapes d'61ectrophoreses en champs 
altemes, pennet, 

de purifier I'ADN en 61iminant tout debris inherant k la lyse des cellules 
incluses dans le bloc, - 
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de s^er I'ADN en fonction de sa taille 
d'obtenir de I'ADN concentre i la taiUe souliait6 

Autrement dit, ie proced6 d6veloppe dans I'invention permet non seulement de 
5 punfier. separer et visuaHser I'ADN par electrophor^se sur gel. mais aussi de r^cup^r cet 
ADN en con^61ant precisement la taille des ADNs requise pour les Stapes ult&ieures de 
clonage. L ADN ainsi obtenu peut servir de xnatrice pour Stre clon6 par des techniques 
classiques Ces techniques peuvent utiliser soit la restriction enzymatique (bouts cohedfe) 
soxt le clonage bouts francs ou encore la synthese de queues homopolyn.6riques 

10 complementanres sur I'msert et le vecteur comxne il est decrit dans Sambrook rFr^sch 
^ M^atis T. 1989. Molecular Cloning: a laboratory :nanual n edition, CoM Sp^g 
Harbor labor^ory. N.Y. Uinconv6nient majeur que pr6sente la restriction enzymatique 
e^ la selection engendr6e par les sites de reconnaissances des enzymes de restriction 
utihsees. De fait, la restriction affecte in6galement les fragments d'ADN 4 taux GC 

15 vanabks. La Ugation bouts francs et la synih^se de queues homopolym&iques • 
compl^mentanres permet d'^ter toute selection des fragments d'ADN. 

De plus, de nombreux vecteurs de clonage ou d'expression ont dej4 6t6 d6crits dans 
1 art antenei^. II s'agit de maniere non limitative de plasmides l^gement commercialisms 
20 des phagemides comme par exemple (Bluescript pSK), des vecteurs derives de phages 
comme par exemple ceux commercialises par la societe Stratagene (Lambda DASH H et 
ZAP ^, des cosmides comme par exemple ceux commerciaUses par Stratagene 
(SuperCos et pWE15) et Epicentre TEBU (pWED cosmid cloning Ht), des fo Jdes 

25 1992- StablepropagationofcosmidsizedhumanDNAinsertsinaFfactorbased vector 
Nucleic Acids Research 20(5):1083.1085). des chromosomes artificiels PAC comme 
decnt par loannou P.A., Amemiya C.T.^ Games J.. Kroisel P.M.. Shizuya H Chen C 

■ Batzer M.A. and de Jong P.. 1994 - a new bacteriophage Pl-derived vecti,r for tiie 
propagation of large human DNA fragments. Nature Genetics. 6:84-89. ; BAG comme 

30 decnt par Shizuya H.. Bruce Birren, Ung-rm Kim, Valeria Mancino. Tatiana Slepak. 
YoshiaJo Tachiiri, and Melvin L Simon, 1992 - A bacterial cloning system for cloning 
large human DNA fragments., Proc, Natl. Acad. Sci., 89:8794-8797.) et YAC comme 
decnt par Larin Z., Monaco A.P. and Lehrach H.. 1991 - Yeast artificial chromosome 
libranes containing large inserts from mouse and human DNA, Proc. Natl. Acad. Sci 

35 88:4123-412. Les vecteurs, techniques de preparation des vecteurs, les techniques de 
clonage ont feit I'objet de nombreux travaux et sont d6ja largement d^crits. 

Comme deji dit. un des objectifs du precede de I'invention est qu'il puisse s'adapter 
k une grande vari6t6 d'environnements. - 
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Dans la suite de la description et dans les revendications, par ^organisme non 
cultivable"y on designe tout organisme non cultivable sur milieu synthStique tel que 
notanunent, mais de fa9on non limitative, les procaryotes, tels que les bacteries 
5 (endosjmbiotes ou parasites), les archebacteries, les protistes. 

Bien entendu, le procede de Tinvention pemiet dans le m&ne temps d^soler les 
organismes cultivables dans la mesure ou la sedimentation sur coussin ne pexmet pas de 
distinguer les bacteries cultivables des bacteries non ciiltivables. 

10 

De m&ne, par le temie "echantiUon environnementar\ on designe aussi bien le sol 
et les sediments que les vegetaux, les insectes, par exemple les arthropodes, les 
moUusques, les eponges, les crustaces, les plafhelmintes, les nematodes, les bioreacteurs 
tels que les biofilms, femienteurs, boues activees et plus g6neralement les miUeux 
15 aquatiques mais 6galement des 6chantillons biologiques animaux (par exemple le lisier de 
pore, bol alimentaire du rumen) ou humains et de maniere avantageuse toute fraction 
obtenue k partir de ces environnements pr6sentant un avantage quantitatif (forte 
concentration bact^rietme) ou qualitatif (sp6cificit6 de la coimnunaute ou population 
bacterieone). 

20 

Dans la suite de la description, le proc6de objet de I'invention est plus 
particulierement decrit en relation avec rextraction d'ADN de la flore bacterienne non 
cultivable contenue dans les drosophiles, le sol, et les feces d'origine humaine. 

25 Ainsi, dans une premiere forme de realisation, r^chantiUon environnemental est un 

insecte. En effet, parmi les organismes non cultivables presentant un interet potential, sont 
egalement connues les bacteries endosymbiotes, et notamment celles du genre Wolbachia.' 
Ce type d'endosymbiotes est present chez bon nombre d'invert^bres et notamment 
tfarfhropodes, en particulier cbez les drosophiles. On retrouve egalCTient ces bacteries 

30 chez les moUusques. Plus particulierement, les bacteries du genre wolbachia sont 
pr6f6rentiellement localisees dans les organes reproducteurs des insectes comme decrit par 
Werren 3H. 1997. Biology of wolbachia J^uaL Review of Entomology. 42, 587-609. 
Pour extraire exclusivement TADN bacterid plut6t que TADN nucleaire, le proc6d6 de 
rinvention est conduit k partir d*oeu& non fecondes de drosophiles done de femelles 

35 vierges. 

Par ailleurs, le Demandeur a constate que dans le cas des insectes et plus 
particulierement de la drosophile, un broyage menag6 suivi d'une filtration puis d'une 
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centrifugationpennettait d'optmnser la separation ulterieure de"ctioa majontairement 
bacterienne du reste du broyat 

Dans une deuxieme forme de reaHsation de Tinvention. I'^chantiUon 
5 environnemental est un 6cliantiUon de sol ou une sous-fiaction grannlometrique comme 
par exemple decrit par Hattori T. 1988. Soil aggregates as microhabitats of 
macroorganisms. Biology and FertiUty of Soils. 6, 189-203, et par Jocteur-Monrozier L 
Ladd JN, Fitzpatrick RW, Foster R.C., Raupach M. 1991. Components and microbiomass 
content of size fractions in soils of contrasting aggregation. Geodenna, 49, 37-62. 

Selon un exemple de reaHsation avantageux mais non limitatif. le sol iitiHs6 est une 
fraction de la couche sup^cielle du sol. 

Dans une piemi&re forme d'ex^cution, le broyage de I'dchantillon de sol pent etre 
15 effectu6 de maniere pr6fetentielle mais non exclusive dans un tampon de saccharose dont 
la concentration est egale 4.30 millimoles par Ktre. d-EDTA dont la concentration est 
6gale a 25 millimoles par Htre et de TES dont la concentration est 6gale 4 50 millimoles 
par litre. On entend par broyage, toutes m6thodes qui permettent de disperser les ceUules 
bacteriennes des autres constituants. 

20 

Par ailleurs, I'etape de broyage comprend successivement : 

♦ premier broyage energiquedel'dchantiUon; 

♦ une centrifugation de lavage; 

♦ la reprise du culot dans une solution tampon physiologique; 
25 4 deux broyages energiques complementaires. 

Bien entendu, les. conditions de broyage et de centrifugation sont dependantes de la 
masse de mat&iel de d^art mise en oeuvre. S'agissant plus particulierement de la 
centrifugation, elle est conduite k une vitesse comprise entre 5 000 et 10 000 ipm. 
30 avantageusement 6 000 ipm, pendant 5 k 15 minutes, avantageusement 10 minutes. 

Le Demandeur a constat6 que de fe9on tout-^-fait suiprenante, cet enchainement 
d'6tapes permettait d'optimiser la s6paration ulterieure des organismes non cultivables du 
reste du broyat. 



35 



Dans un second mode d'execution. le broyage de Techantillon de sol est effectu6 
dans une solution tampon de NaCl k 0,8%. 
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isieme forme de reahsation, r^chantilloii enviiomiemental se presente 
sous fomie d*un echantiUon biologique hmnain ou animal. Dans un mode de realisation 
avantageux, Techantillon biologique est constitue par des feces d'origine humaine. 

5 Pour pennettre de separer la flore intestinale de la matiere solide, le broyage est 

suivi d*une etape de filtration. De meme que precedemment, par broyage on entend tous 
syst^ne de dispersion des micro-organismes. 

S'agissant des milieux aqiiatiques, une concentration prealable de r^chantillon 
10 poxirra etre rendue necessaire en fonction de son volume initial. Notamment, xme approche 
preferee sera Tutilisation des techniques de centrifugation en flux continu comme decrit 
par exemple dans Centrifugation a practical approach (2 nd). 1984. Eds, D Rickwood 
&B.D. Hames (JRL Press, Oxford, Washington DC) 

15 Pour tous ces 6chantillons environnementaux d6crits de fa9on non limitative, la 

separation des organismes non cultivables du reste du broyat est efifectuee comme deja dit, 
par sedimentation sur coussin de density sup&ieur i I. En pratique, on utilise au choix 
une solution de Nycodenz, Percoll, Ficoll, Metrizamide, lodixanol, que Ton positionne au 
, fond d'un tube sous le broyat La sedimentation differentielle s'etablit au fond du tube 

20 pour les particxiles tres denses et de fa9on ordoimee sur le coussin pour les autres. Comme 
deji dit, cette sedimentation pent 8tre acc61&r6e par centrifugation. 

Selon une caracteristique avantageuse du precede de Tinvention, la fraction 
contenant les organismes recuperes a Tissue de Tetape de sedimentation est somnise k 
25 deux etapes de centrifugation ulterieures successives de lavage par Teau, a une vitesse 
comprise entre 6 000 et 10 000 rpm et ime temperature comprise entre 3 et 5° C, 
avantageusement 4° C. 

Par ailleurs, pour pennettre d'extraire le maximum d'ADN, le melange constitue par 
30 les organismes cultivables et non cultivables inclus dans un bloc d'agarose a Tissue des 
deux et^es ult6rieures de centrifugation est soumis k deux lyses successives : 

• tout d'abord une premiere lyse dans xm tampon k base de lysosyme et 
d*achromopeptidase ; 

• puis, une seconde lyse dans un tampon k base de lauryl-sarcosyl a 1 % et de 
35 protSinase. 

Pour pennettre la s^aration des fragments d'ADN, le bloc.d*agarose incorporant les 
orgamsmes lyses est soumis a une 61ectrophorese en champs altemes en gel d' agarose. 
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En pratique, les gels d'agarose sont des gels ultrapuis W melting point (high 
molecular grade) k une concentration de 0,8o/o (0.7 k de manifere avantageuse De 
mam^re pr^ferentielle mais non limitative, les migrations 61ectrx>phoretiques sont 
condmtes sous une tension de 150V pendant des durees variables de I'ordre de 10 k 24 
5 heures. La variation des impulsions (par exemple de 1 4 5 secondes jusqu'i 10 k 25 
secondes) permettent d'obtenir les separations optimales selon la taille des fiagments 
dADN desares. de contrSler et d'optimiser la s^aration des fiagments d'ADN d&ir6s 
selon la taille. 

* ..AT.iS°T'/''^ °^ ^°^et les brins 

d ADN s6par6s et purifies k Tissue de I'etape d'electrophor^se (premiere migration 
electrophordtique) en champs altemfe. k une 6tape de restriction enzymatique suivie d'au 
moms une ^lectrophorfese (seconde migration electrophor^tique). 

Dans ce cas, la premi&re migration 61ectrophor6tique est utihs^e pour extraire les 
fra^ents d'ADN de grande taiUe et les sdparer des debris cellulaires. Des conditions 
aectrophoretiques tr^s sdparatrices peuvent Stre avantageusement utilisees comme par 
exemple des mipulsions de 10 i 25 secondes pendant 20 heures (150V). Cette migration 
preparative pemiet la recuperation de fiagments d'ADN sup&ieure k 300 Kb. 

L'ADN d'une taille superieure k 300 Kb conterm dans Tagaiose est decom,6 et 
soumis k une restriction enzymatique dans I'agarose. Les quantit6s d'enzymes utiUs6es 
amsi que le temps d'appUcation dependent notamment de I'activite propre de Penzyme et 
de la quantit6 d'ADN en presence. 

Dans un premier mode de riaUsation. le nombre d'61ectrophoreses est au nomhre de 



deux, 



Dam ce cas, les blocs d'agarose, contenant les ADNs digeres, sont a nouveau 
30 posxtonn6s dans un gel d'agarose et soumis k une ou plusieurs electrophoreses en champs 

. ^t«ni6spours^areretpurifierlesADNsdig6r&danslem&negel.Avantageusement on 
soumet les ADNs diger^s k deux 61ectrophor6ses en champ altem6 correspondant k Ime 
double migration electrophoretique. Dans un champs 61ectrique homog&ie et constant, le 
gel est positomie altemativement dans un sens et dans le sens strictement oppos6 Au 
35 cours de la premiere migration electrophoretique le sens du champs 61ectrique permet de 
fau:e sortir les petits fragments d'ADN hors du gel. En effet. le positiomiement excentre 
des blocs d'agarose permet, du cote le plus court, de faire sortir les petits fiagments 
dADN tout en maintenant les grands fragments dans le gel. Dans mie deuxi&ne 
migration, le gel est positionne dans I'autre sens et les grands fragments d'ADN peuvent 
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ainsi etre separes selon leur taiUe. Les conditions de la premiere migration sont de 
maniere prefiSrentielle 10^5 secondes pendant 4 heures. Les conditions de la deuxieme 
migration sont de maniere preferentielle de 10/25 secondes pendant 20 heures. 

5 Dans un second mode de realisation, le nombre d* electrophoreses est au nombre de 
trois. 



Dans ce cas, une seconde migration electrophoretique separatrice, dans im gel 
constitue de 100 ml d'agarose ultrapur low melting point (Biorad) a 0,8%, pennet de 
10 sparer les fragments d'ADN digeres selon leur taille (par 5/15 secondes pendant 17h sous 
une tension de 150V). 

On concentre les fragments d*ADN de la taille desiree en reprraant le bloc d'agarose 
et en le soumettant k ime migration retour (troisieme migration) (positionnement du bloc 
15 d'agarose en sens inverse sur un nouveau gel). Le gel et les conditions de migration 
electrophoretiques doivent Stre absolument identiques. 

Une demifere migration (qixatrieme migration) electrophoretique est effectu6e afin 
d'61iminer les petits fragments d'ADN enchevetres dans les fragments d'ADN de taille. 
20 souhaitee. Cette electrophorfese est conduite dans des conditions tres peu sq)arative 
n'aflFectant que les petits fragments (impidsions de 1/5 secondes pendant 10 heures sous 
une tension de 150V). 

Le fait de maintenir les fragments d'ADN dans Tagarose, et de n'utiliser ni 
25 intercalants ni visualisation aux UVs permet de preserver la quality et I'integrite d*ADN de 
grande taille. 

Comme deja dit, Tinvention conceme egalement TADN de taille superieure a 300 
kB, susceptible d'etre obtenu par le procede ci-avant decrit. L'ADN ainsi obtenu pent 

30 presenter, selon les difF6rents modes de realisation du procede, des extremites '^cohesives" 
(lorsqu'il a fait Tobjet de restriction enzymatique), des extremites "bouts francs" (lorsqu'il 
a fait Tobjet d'ime cassure mecanique et de reparation enzymatique de type Klenow ou T4 
DNA polymerase par exemple) ou enfin des queues homopolymeriques (lorsqu'il a fait 
I'objet d'un traitement par Tenzyme Terminal transferase). Toutes ces techniques sont deja 

35 largement docianent6es (Current protocols in molecular biology, Eds F.M. Ausubel, R. 
Brent, R,E. Kingston, D J5. Moore, J.G, Seidman, JA. Smith et K. Struhl.; Published by 
Greene Publishing Associates and Wiley-Ihtersciaice. Cet ADN pouvant Stre utilise dans 
toutes e}q)erimentations de biologie moleculaire, comme par exemple et de maniere non 
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limitative, pour la construction de Kbrairies d'ADN en utilisaSoutes les techniques de 
clonage ad^t6es, connues de ITiomme du metier. 

Etant donn6 la purete et la taille de I'ADN. tous types de vecteurs de clonage ou 
5 d'expression peuvent etre utiHs6s. Par exemple et de manifere non limitative, ces vecteurs 
sont de types: 

Phagemide: pBluescript SK+ (pSK+) (Henne A., Daniel R., Schmitz R.A. 
and Gottschalk G, 1999 - Construction of environmental DNA lihraiiies in 
Escherichia coli and screening for the presence of genes confening utilization 
10 of 4-Hydroxybutyrate., AppKed and Environmental Microbiology.,65:3901-390 

Vecteurs derives de phage: lambda ZAPH CottreU M.T., Moore J.A. and 
Kirchman DX., 1999 - Chitinases from uncultured marine microoigmisms.. 
Applied and Environmental Microbiology, 65 :2553-2557 

Cosmid vecteur pCPP47; Bauer D.W. and CoUmer A., 1997 - Molecular 
15 cloning, chacterization, and mutagenesis of a pel gene from Pseudomonas 

syringae pv. Lachrymans encoding a member of the Erwinia chrysanthemi 
PelADE .femily of pectate lyases. Molecular Plant-Microbe Interactions 10-369 
379 * ■ 

Fosmid pFOSl (vecteur d6crit par Kim UJ., Shizuya H, de Jong P J 
20 Birren B. and Simon M.L, 1992 - Stable propagation of cosmid sized 

DNA inserts in a F factor based vector. Nucleic Acids Research 20(5)- 1083- 
1085) Stein JX., Marsh TX., Wu K.Y., Shizuya H. and deLong E., 1996 - 
Characterization of uncultivated prokaiyotes: isolation and alalysis of a 40- 
kilobas-pair genome fragment from a planktonic marine archaeon. Journal of 
25 Bacteriology, 178:591-599 

PAC vecteur Derive du bacteriophage PI (pCYPAC-1), loannou P.A., 
Amemiya C.t., Games J., Kroiseip.M., Shizuya H., Chen C, Batzer M.A. and 
de Jong P., 1994 - a new bacteriophage Pl-derived vector for the propagation of 
large human DNA fragments. Nature Genetics, 6:84-89 

30 - BAG vecteur pBeloBACll a>SK+) (vecteur d6crit par Shizuya H., Bruce 

Birren, Ung-Jin Kim, Valeria Mancino, Tatiana Slepak, Yoshiaki Tachiiri, and 
Melvin L Simon. 1992 - A bacterial cloning system for cloning large hiiman 
DNA fragments.. Proc. Natl. Acad. Sci., 89:8794-8797.); Shizuya, H., Birren, 
B., Kim, U.-J., Mancino, V., Slepak, T., Tachiiri, Y. and Simon, M., 1992 - 

35 Cloning and stable maintenance of 300-kilobase-pair fragments of human DNA 

in Escherichia coh using an F-fector-based vector.. Proceeding of National 
Academy of Science, 89, 8794-8797.; Woo, S.-S., Jiang, J., Gill, B.S., Paterson, 
A.H. and Wing, R.A., 1994 - Construction and characterization of a bacterial 
artificial chromosome Hbrary of Sorghum bicolor.. Nucleic Acids Research, 22, 
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4922-4931.; Rondon, MJR., RafFel, S J., Goodman, MJL and Handelsman, J., 
1999 - Toward functional genomics in bacteria: Analysis of gene e3q)ression in 
Escherichia coli from a bacterial artificial chromosome library of Bacillus 
cereus^ Proceeding of National Academy of Science, 96:6451-6455. 
5 YAC vecteur pYAC4, Larin Z., Monaco AJP. and Lehrach H., 1991 - 

Yeast artificial chromosome libraries containing large insCTts fiom mouse and 
human DNA, Proceeding of National Academy of Science, 88:4123-4127 

La ligation entre les difierents vecteurs possibles et les fragments d'ADN peut se 
10 faire de fa9on classique comme decrit par les foumisseurs selon le type d'enzyme utilisee 
comme par exemple (T4 DNA ligase, Societes Roche ou Life Technologies; Fast Link 
DNA ligation Eat, Societe Epicentre Technologies) ou en gel comme decrit par exemple 
par la Societe Epicentre Technologies dans le pWEB Cosmid Cloning Kit. 

15 . La transfomiation ou Tencapsidation (selon le vecteur utilise) ont ete largement 
decrites, comme par exemple dans Current Protocols in Molecular Biology, Eds F.M. 
Ausubel, It Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, LA. Smith et K. Struhl.; 
Published by Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience ainsi que dans les 
instmction des foumisseurs. 

20 

L'invention se rapporte enfin aux librairies d'ADN ainsi constitutes par les 
fragments d'ADN obtenus par le proced6 pr6cedemment d6crit et de maniere non- 
limitative pour leur utilisation pour des criblages moleculaires, phenotypiques ou 
chimiques. 

25 

L'invention et les avantages qui en decoulent ressortiront mieux des exemples de 
realisation suivants a Tappui des figures annexees. 

La figure 1 represente le profil de migration de I'ADN bacterien extrait selon 
30 I'exemple 1 (piste 2), selon Texemple 2 (piste 3) et I'exemple 3 ^iste 4), 

La figure 2 represente le profil de migration de TADN bacterien extrait selon 
Texemple 2, a Tissue de la seconde migration (2A) et de la troisieme migration (2B). 

35 EXEMPLE 1 : EXTRACTION D'ADN DE BACTERIES ENDOSYMBIOTES DU 
TYPE WOLBACmA A PARTIR D^OEUFS DE DROSOPHILES 

I - Materiel de depart : 10 a 20 000 oeu£s non fecondes de femeUes vierges de 
Drosophila simulans sont mis en soluticrn dans environ 500 ^1 de NaCl 0,8 %. 
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L'utilisation d'(BU& non f6cond6s est essentieUe dans la mesme ou elle pennet 
d'extraire majoiitairement de I'ADN bact^rien avec une charge nmiimale d'ADN 
nucl^aire. 

5 

n - Broyage du materiel : le broyage est effectue de feyon m&iagte dam mx microtube 
de 1,5 ml au moyen d'un piston sterile en polypropyl&ie avec ajout de sable de 
Fontamebleau sterile. Le broyage comprend les et^es suivantes : 
broyage de 2 minutes dans la glace ; 
^® " ^reve centriiugation a 4 000 ipm a une temperature de 4° C / 

recuperation du sumageant trouble dans un tube Ultraclear 38 ml Konlron; 
remise en suspension du culot par 500 de NaCl 0,8 % • 
on rdpete les Stapes a) i d) sur le mSme 6chantillon ; 
les sumageants des 3 broyages sont repris dans un tube ultraclear. 
le dernier culot de broytt est repris et filtre sur coton sterile par du NaCl 
0,8%qsp20ml; 

on recupSre le filtrat qu'on ajoute au sumageant de ^ 

m - Realisation de I'itape de sedimentation sur gradient de density 

On prepare une solution de NYCODENZ a 30 % poids/volume (15 g dans 50 ml 
d'eau ultrapure) coirespondant k une densit6 de I'ordre de 1,16. On met alors en place un 
coussin de 10 ml de NYCODENZ dans le tube ultraclear, au moyen dhme pq,ette, sous la 
. suspension issue du broyage. La sedimentation est alors acceler6e pendant 30 mimites i 
une temperature de 4° C par centrifugation k 9 000 ipm au moyen d'un rotor k godet 
25 mobiles, avec frein, du type TST 2838 (KONTRON). 

IV - Traitement de la fraction bacterienne 

A Kssue de I'Stape de sedimentation, on observe par microscopic optique dans le 
tube ultraclear plusieurs couches successives de haut en bas : 



15 



20 



30 



couche 1 : fiaction trouble avec d&ms fins en suspension et ponctuations visibles 
au microscope coirespondant k des bact&ies et des mitochondries ; 

• couche 2 : fiaction translucide avec ponctuations visibles au micio'scope ; 

• couche 3 : fraction blanchltre avec de trte nombreuses ponctuations coiiiprenant 
des bacteries en majority, ainsi que des mitochondries ; 

35 . • couche 4 : fraction translucide sans aucune structure visible au microscope 
correspondant au coxissin dense de NYCODENZ ; 

• couche 5 : un culot blanchatre correspondant aux debris non retenus par la 
filtration sur coton. 
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4 i 5 ml de la fraction bact6rienne sont recup6res k partir de la couche 3 au moyen 
d*un c6iie sterile. Le volume recupere est ensuite repris par 20 ml d'eau ultrapure. On 
procede alors a une nouvelle centrijEiigation a une vitesse de 9 000 ipm a une temperature 
de 4° C pendant 15 minutes avec frein, pour culotter les bactCTies. On observe que les 
5 ponctuations contenues dans les couches 1 et 2 ne peuvent etre culottees, ce qui suggere 
qu'elles compremient des bacteries et mitochondries degradees. Le sumageant obtenu h 
I'issue de la premiere etape de centrifugation est elimine et le culot bact&ioi est repris par 
environ 1,5 ml d'eau ultrapure. On procede ensuite a ime nouvelle centrifugation de lavage 
a 9 000 rpm a 4® C pendant 5 minutes. On elimine enfin le sumageant, puis on conserve le 
10 culot a -20^ C. 

V - Preparation des blocs d*agarose et lyse 

. Le culot bacterien en sortie de NYCODENZ est repris par 100 \xl de Tris EDTA 
TEio,i, [pH 8,0]. Cette suspension bacteriemie est melangee vol/vol a 100 |il dans un bloc 
15 d'agarose low melting point (BIORAD) equilibre k 55° C. Le bloc est coule dans des 
moules (plug mould BIORAD) k raison de 100 |li1 par moule. Les monies sont maintenus 
sur de la glace pendant 20 minutes. Les plugs sont delicatement demoules pour etre repris 
dans un tube oii la lyse est efifectuee, 

20 Premiere 6tape de lyse 

Chaque bloc est repris en tube Venoject sterile 5 ml par 3 ml de tampon de lyse 1 
(TEio^i, (pH 8,0], lysosyme 5 mg/ml, achromopeptidase 0,5 mg/ml). 
On incube 2 heures a 37° C. 

25 Seconde etape de lyse ^ 

On elimine le tampon de lyse 1 . 

On reprend chaque bloc dans 3 ml de tampon de lyse 2 (TEio,i, [pH 8,0], lauryl- 
sarcosyl 1 %, proteinase K 100 }ig/ml). 
On incube 2 heures a 55° C. 
30 ' 

On effectue trois rin9ages successifs des plugs de 30 minutes, dans 3 ml de TEjoi, 
[pH8,0]. 

35 VI - Electrophor&se en champ alteme 

On positiorme chacun des blocs dans les puits d'un gel d^agarose constitae de 100 ml 
d'agarose low melting point (BIORAD) k 0,8 %. On soumet le gel d'agarose k une 
61ectrophorese en champ altem6 au moyen d'un dispositif Chef DR 11 Pulsed Field 
Electrophoresis System (BIORAD). Oir utilise. un tampon de migration constitue de Tris 
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Borate EDTA (0.5x). La migration electrophor^tique est conS sous ime tension de 
150V pendant 22 heures. Des impulsions de 10 k 25 secondes pemiettent d'obtenir deux 
champs ^lectriques altemes. 

5 On visuaUse et on repfere ensuite la taille de I'ADN par coloration an bromure 

d'ethidium de la partie du gel contenant le marqueur de taille et un double de I'ADN 
migre. Ainsi, I'ADN utilis6 par la suite n'est jamais endommage par l-utiHsation 
d'intercalant ou des Uvs. Apres decoupage du gel, une coloration dans le bromuie 
d'6thidimn et une visuaUsation au Uvs pemiet de verifier la taiUe des fragments d'ADN 
10 effectivemeat recuperes. 

Sur la figure 1 annexee, on a reprdsente le profil de migration de I'ADN extrait 
(piste 2), les pistes 1 et 5 repr&entant le marqueur de taille commercialise par la soci6te 
BIOLABS sous la marque Lambda ladder PFG Matter et low range PFG marker 

15 

Comme le montre la figure 1, le fragment d'ADN bact^en a une taille superieure k 
300 kB. Le fragment de taille compris entre 200 et 250 kB est probablement de I'ADN 
provenant de VhQte drosophile. Ceci d^montre bien la c^acite du proc6d6 k s6parer 
I'ADN cible du reste de I'ADN. tout d'abord gi^e au broyage et k la s6dimentation 
20 differentieUe sur gradient de densite (ADN genomique), puis grSce k r^ectrophorfese en 
champ altera^ (ADN mitochondrial). 

Vn Recuperation de I'ADN 

EUe est effectuee au moyen d'une gelase (Epicentre TEBU) dig^rant I'agarose selon 
25 les indications donnS^ par le foumisseur 

La bande d'agarose contenant I'ADN est incubee dans trois volumes du 
tanq)onr6actiomiel de I'enzyme (1 heure k temperature ambiante); 

Le tampon est 61umn6 et la bande d'agarose est incubee 5 minutes k 
70°C;L'agarose ainsi Kqu6fi6 est equiKbrfi k la temperature de 45°C pendant 5 
30 minutes; 

Une quantit6 d'enzyme de 1 4 3 unites de G61ase est ajoutee et I'ensemble 
est incube 1 heure k 45'>C jusqu'i complete digestion de I'agaiose (l^ digestion 
est v6rifi6e en plongeant le tube 6chantilIon dans la glace); 

Soit I'ADN est directement utihse dans le miUeu r^tioraiel de la g61ase 
35 pour des reactions enzymatiques ou tout autre manipulation, soit I'ADN est 

pr^cipite a I'acetate d'ammonium comme d6crit par le foumisseur (Epicentre 
Technologies) 
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EXEMPLE 2 ; EXTRACTION DE LA FLORE BACTERIENNE DU SOLr 

I - Materiel de depart : 7,5 g de sol sont repris dans 50 ml d'une solution tampon 
comprenant Saccharose 30 mM, EDTA 25 mM, TES 50 mM 

5 

n - Broyage du materiel 

a) on broie le materiel dans mi bol broyem: au moyen d\m WaringBlender pendant 
1 minute a puissance maximale ; 

b) on reprend en tube Falcon 50 ml et on centrifuge a 6 000 rpm a 10° C pendant 10 
10 minutes ; 

c) on elimine du sumageaut et on reprend le culot par 50 ml de NaCl 0,8 % ; 

d) on efifectue 2 broyages de 1 minute au WaringBlender a puissance maximale 
avec une pause de 5 minutes entre deux dans la glace (refiroidissement du broyat 
de sol) ; 

15 e) on reprend le broyat en tube Falcon 50 ml et on maintient dans la glace 

m - Realisation de la sedimentation sur coussin de densite 

On prepare une solution de NYCODENZ k 60% poids/volume (30 g dans 50 ml 
finale d'eau ultrapure), correspondant h une densite de 1.32. On met alors en place un 
20 coussin de 10 nil de NYCODENZ dans le tube ultraclear, au moyen d'une pipette, sous la 
suspension issue du broyage. La sedimentation est alors accel6ree pendant 10 minutes k 
un^ temperature de 4° C par centrifiigation i 10 000 ipm, au moyen d*un rotor a godet 
mobile, sans frein du lype TST 2838 (KONTRON), • 

25 IV - Traitement de la fraction bacterienne 

A Tissue de r6tape de sedimentation, on observe dans le tube ultraclear plusieurs 
couches successives de haut en bas : 

• couche 1 : fraction aqueuse translucide ; 

• couche 2 : fraction bacterieime blanchatre ; 

30 • couche 3 : coussin translucide de NYCODENZ ; 

• couche 4 : sedimentation du sol 

On r6cupfere 4 i 5 ml de la fraction bacterienne de la couche 2 au moyen dun cone 
sterile. On inactive ensuite les nucl6ases par incubation de la fraction bacterienne a .65° C 
35 pendant 10 minutes. Le volume recupere est repris par 20 ml d'eau ultrapure. On precede 
ensuite k une centrifugation sur rotor k godet pour culotter les bacteries a une vitesse de 9 
000 rpm k une temperature de 4^ C pendant 20 minutes avec frein. Le sumageant est 
elimin6 et le culot bact6rien est repris par environ 1,5 ml d'eau ultrapure. On procede 
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ensuite ^ une nouvelle centrifugation de lavage k 9 000 ipm k4°C pendant 5 minutes. On 
61imine enSn le sumageant et on conserve le culot k -20° C. 

y - Preparation des blocs d'agarose et I^^e 

On rep^e I'exemple 1 . 

VI - Electrophorese en champ altern^ 

10 On positionne chacxm des blocs lys6s dans les puits d'ua gel d'agarose constitu6 de 

100 ml d'agarose low melting point (BIORAD) k 0,8 %. On soumet le gel d'agarose a une 
61ectrophor6se en champ altem6 au moyen d'un dispositif Chef DR n Pulsed Field 
Electrophoresis System (BIORAD) pour faire une 61ectrophorese preparative. On utilise 
un tampon de migration constitu6 de TrisBorate EDTA (0.5x). La migration 

15 electrophoretiquc preparative est conduite sous une tension de 150V pendant 20 heures 
avec des impulsions de 10 a 25 secondes. 



De m&ne que dans rexenq)le 1, L'ADN extrait k Tissue de la premiere migration est 
visualise et rep6r6 sur gel (voir piste 3 de la figure 1) 

20 

Les blocs d'agarose (aiviron 100 mg) sont alors r6cuper6s et soumis k une 
restriction enzymatique par HindHI: 

incubation 1 heure dans 500 jxl de tampon de I'enzyme (IX) k 4°C. 
remplacement du tampon par 250 jjj du m&ne tampon avec lOU 
25 d'en2yme; 

incubation 2 heure dans la glace 

transfert k 37°C et incubation pendant Iheure. 

On reprend le bloc d'agarose contenant I'ADN diger6 dans un gel d'agarose constitue 
30 de 100 ml d'agarose de Low Melting Point (Biorad) k 0,8%. On effectue ensuite une 
seconde migration 61ectrophor6tique en champs pulsSs sous une tension de ISQNk 5/15 
secondes pendant 17 heures. Le "smear" de digestion est reper6 (Pig 2A);comme d6crit ci- 
avant et des zones de gel sont decouples selon la taille d^siree. Les blocs sont ensuite 
disposes en sens inverse dans un nouveau gel strictement idendque et soinnis k une 
35 troisi&ne migration 61eotrophor6tique en. champs pulses dans des conditions strictement 
identiqnes (concentration). Les fiagments d'ADN contenus dans les differentes bandes 
decoupees et concentres par la troisieme migration sont visuaas6s (Fig 2B). Les fiagments 
- d'ADN concentres sont ensuite soumis k une quatri&ne migration eiectrophoretique sous 
tension de 150V, 1/5 secondes pendant K) heures. 
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Vn - R£cap6ration de I'ADN 

On repete Texemple 1 . 

5 

EXEMPLE 3 ; EXTRACTION DE LA FLORE BACTERIENNE INTESTINALE 

I - Materiel de depart : on reprend 3 g de selles dans 50 ml de NaCl 0,8 % 

10 n - Broyage du materiel : le broyage est effectue au moyen d'lm potter teflon sterile dans 
un cylindre en verre borosilicate ; 

a) broyage de 2-5 minutes dans la glace ; 

b) dans ITiypothese ou le broyage au potter ne suffirait pas, on soumet la matiere a 
un broyage tres rapide en WaringBlender (5-10 secondes) ; 

15 c) on filtre le broyat sur de la gaze sterile. 

m - Realisation de la s6dimentation sur coussin de density 

On prepare une solution de NYCODENZ a 30% poids/volume (15 grammes Hang 
50 ml finale d'eau ultrapure) correspondant a une densite de 1,16. On met alors en place 
20 un coussin de 10 ml de NYCODENZ dans le tube ultraclear, au moyen d'une pipette, sous 
la suspension issue du broyage. La sedimentation est alors acceleree pendant 30 minutes a 
une temperature de 4° C par ultracentrifiigation k 9 000 ipm. 

IV - Traitement de la fraction bactSrienne 
25 A llssue de I'et^e de sedimentation, on observe dans le tube ultraclear plusieurs 

couches successives de haut en bas : 

• couche 1 : firaction aqueuse tres coloree ; 

• couche 2 : firaction bacterienne blanchatre ; 

• couche 3 : coussin translucide de NYCODENZ ; 

30 • couche 4 : culot correspondant aux debris organiques denses. 



On recupere environ 4 a 5 ml de la fraction bacterienne contenue dans la couche 2 
au moyen d*un cone st&ile. On reprend le volume recupere par 20 ml d'eau ultrapure. On 
precede ensuite k une centrLfugation par rotor a godet pour culotter les bacteries a une 
35 Vitesse de 9 000 ipm k une temperature de 4° C pendant 20 minutes avec firern. Le 
sumageant est 61imin6 et le culot bacterien repris par environ 1,5 ml d'eau ultr^ure. On 
procMe ensuite a une nouvelle centrifiigation de lavage k 6 000 rpm et 4^ C. On 61imine 
le sumageant et on conserve le cidot k -20° C. 
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V - PrSparatioii des blocs d*agarose et lyse 
On r6pete Texemple 2. 
5 VI - Electrophor^e en champ alteni6 
On r6pete Texemple 2. 

Sur la figure 1 annexee, on a represent© le profil de migration de TADN extrait 
10 (piste 4). On observe que la taiUe du fragment d'ADN extrait est sup6rieure k 300 kB. 

Vn - Recuperation de r ADN 
On repete Texemple 1. 
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REVENDICATTONS 

1/ Proc6de d'extraction indirecte de d'ADN cible de taiUe superieure k 300 kB 
5 d'organismes non cultivables contenus dans un echantillon environnemental selon lequel : 

• on broie en milieu liqnide ledit echantillon ; 

• onreciQ)erelebroyatobtenu; 

• on sspBXQ les organismes du reste du broyat par sedimentation sur coussin de 
densite superieure a 1 ; 

10 •on recupere les organismes isoles a la surface du coussin que Ton inclut Har^t? ua 

bloc d'agarose ; 

• on extrait TADN par lyse dans le bloc d* agarose ; 

• on positionne le bloc dans xm gel d'agarose que Ton soumet a au moins ime 
electrophorese en champs altemes , 

15 • enfin, on recupdre les brins d'ADN extraits. 

2/ Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce qu'on soumet les brins d'ADN 
s6par6s et purifies k Tissue de I'^tape d'electrophorese en champ alteme (premiere 
migration 61ectrophor6tique), a une etape de restriction enzymatique suivie d'au moins 
20 une electrophorese en champ alteme (seconde migration 61ectrophoretique). 

3/ Procede selon la revendication 2, caract6rise en. ce que V&tapo de restriction 
enzymatique est suivie de deux electrophoreses en champs altraids (seconde et troisidme 
migration electrophor6tique). 

25 

4/ Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que les seconde et troisifeme 
migrations sont conduites sur un meme gel, Torientation de migration des fi:agments 
d'ADN entre la seconde et la troisieme migration etant invers^e. 

30 5/ Proc6de selon la revendication 2, caracterise en ce que Tetape de restriction 

enzymatique est suivie de trois electrophoreses en champs altemes (respectivement 
seconde, troisieme et quatrieme migration electrophoretique). 

6/ Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que les seconde et troisieme 
35 migrations sont conduites sur deux gels difierents, I'orientation de migration des 
firagments d'ADN entre la seconde et la troisieme migration ^ant invers^e. 

7/ Proc6de selon la revendication 6, caractSris6 en ce que le sens d'orientation de la 
quatrieme migration est identique k celur de la troisieme migration. 
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8/ Proc6d6 selon la revendication 1, caiact&is6 en ce qu'on recupere les biins 
d'ADNs par 61ectroelution ou digestion de I'agarose. 

5 91 Proc6de selon la revendication 1, caract&is6 en ce que P^chantillon 

environnemental est un insecte. 

10/ Proced6 selon la revendication 9, caract&is6 en ce que I'ADN est extrait ipartir 
d'ceufe non fecond^s de femelles vierges de diosophile. 

10 

11/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Pechantillon 
environnemental est un echantillon de sol, une sous-fraction granulometrique ou ime 
fraction de la couche superficielle du sol. 

15 12/.Proc6d6 selon la revendication 1, caracteris6 en ce que I'ecliantmon 

, environnemental se presente sous foime dHan echantiUon biologique humain ou animal. 

13/ Precede selon la revendication 12, caract&ise en ce que l'6chantillon biologique 
se pr6sente sous forme de f&ces d'origine humaine. 

20 

14/ ADN de taille superieure k 300 kB, susceptible d'Stre obtenu par le pioc6d6 
objet de I'lme des revendications 1 ^ 13. 

15/ Librairie d'ADN constituee par des fragments d'ADN r6cup&-& k Tissue du 
25 procede objet de I'une des revendications 1 ^ 13. 

16/ Utitisation de la librairie objet de la revendication 15 pour le ciiblage 
moleciolaire, phenotypique ou chimique. 
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